醸造用酵母のリンゴ酸生成に関する研究 by 松田 章















125 小仕込試験 (総米 500g)







133 小仕込試験 (総米 500g)



































































































































































































































の),メチルオレンジ(MO)培地(067%yeast nitrogen base w/o amino acids,1%グ
ルコース,1%MO(50mg/100ml)水溶液),シクロヘキシミド(CH)培地(067%yeast










































表11 清酒の仕込配合 総 米
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29      32
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ガスクロマ トグラフシステムHSS 4A(∝17A)(腑島津製作所製)とカラムDB WAX(J&W





















ク'ルー フC(37l' )t-1 9(1700
MO培地による予備選抜(30℃、1～2日間)1)
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710     285
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細砲融合体 ND,Nα Dd“d












































































酵母/汲水歩合 |1本酒,ι 酸度(m) ア ミノ酸度(mll
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発饉時間 (日)
図12 A株 略  C株及びK9による
エタノール生成曲線 (扱水歩合1301/●)
アル コール(%)
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株では,汲水歩合 130%でそれぞれ 35, 06,120%でそれぞれ 99, 142といずれ
もマイナスを示した。
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図1‐4 Att Btt C株及U峡,によるもろ
み中のリンゴ酸の消長 (汲水歩合i30●/ )
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で,小仕込み試験 1では様々な形状の4種類の容器,10011mL大びん (A)(アズワン (株)
製アイボ トルφ100m×245m),50011L太びん (B)(アズワン (株)製アイボ トルφ102¨







































研計器 (株)製AL 2),日本酒度は密度比重計 (京都電子工業 (株)製DA 500),酸度 ,
アミノ酸度は国税庁所定分析法注解 0に基づき分析を行つた。有機酸量は,フィルター
ユニット(日本ミリポア (株)製Millex0 45μm)でろ過した試料を有機酸分析計 ((日
本ダイオネクス (株)製ICS 1500,カラム :IOnPac ICE AS6(日本ダイオネクス (株)
製),移動相 :04●l101/Lヘプタフルオロ酪酸,流速 :1 0mL/min,カラム温度 :19℃,
検出器 :電気伝導度)により分析した。また,総米 100gと400gのもろみ中の溶存酸素
を測定した。測定は仕込み3日日と21日目の遠心分離 (1080gX 10分)による上清を,



















































ヒリレヒ.ン酸 クエン酸 リンゴ酸 乳酸  コハク酸  酢酸
119■06   427■33   882■34   889■50   151■3
116■02   41 3■24   872■1 7   869■10   122■15
119■06   475■19  1047■28  845■79   89■38
11 5■04   456■5    984■57   7481L18   100■08




























































●リンゴ酸 ▲コ′ヽ夕晨 ■軋酸 0『崚




●,シゴ醸 ▲■′ヽク腱 口■朧 ●酢醸




●リンゴ由 ●コ′ヽク崚 口乳崚 ◆酢醸
● R'・0449●
一▲  R' 0,23




































R' 042,1^   ●




































































I o00mt{3 8.5crf )
5 00ml-(2 3.7cm- )
12 6cln
ビルビン酸 クエン酸 リンゴ酸 乳酸 3 /\r&E 百乍西1
寧L酸及びリンゴ酸が少なく,コハク酸が多くなる傾向が見られた。リンゴ酸は容器の連
いによる影響が大きく,500mL容器では200ClmL容器の場合の2倍以上の生成 (87 4mg



















































●リンゴ醸 ▲コ′ヽク0 ●■晨 ◆酢醸
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● リンゴ酸 ▲コ′ヽ ク腱 ●■醸 ◆酢酸






























































































427■75   2789
161■29   2587
9∝1 3    2645
109■26   2666
リンゴ酸は,総米400gで498田g/100mL含まれており,総米 100gの31 8mg/100mLよ
り15倍以上多かつた。同様に,総米400gでは乳酸が 116 1mg/100mL含まれており,
総米 100g(83 5mg/100mL)の約 4倍多く含まれていた。それとは反対に,コハク酸
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(Cm)   (ml)
44     16 7
44      12142
44      6102
73      8740
73     6432
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による生成等が提唱されている い29～・ 、 しかしその生成機構については,未だ不明な
点が多く, また,最近では酵母ミトコンドリアのTCA回路以外の系も提唱されつつあ
る323°。

























1,I`| YM‐5 200 1000
30
約 24
静置 (軟寒天) YM-s+agar 0.15% 200 1000 約 24
|り,1■ YM5 200 100 120 約 16



































体を lM SP BurcKlMソル ビ トール含有 卯mM KPIl(pH7 5))llymLで2回洗浄 した。 その後
SEB液(065Mソル ビ トー ル,01mM EIITA,005%牛血清アルプ ミン(BSA))10 mlに懸濁 し,
菌体液を50mlビーカーに移し,氷冷しながら2分間超音波処理(TAITEC U"rastlnt F rocesser
VP‐60,%Du,Cycle lo,いtput Contro1 1)を行つた。処理後の菌体液から遠心分離 (25∞g×10
分,4℃)にて細胞片等を除去し,上清を遠心分離 (270∞8×20分,4℃)した。この沈殿部分
にSEB液5mlを添カロして洗浄,再び27∞08×20分(4℃)で遠心した。さらにこの沈殿部分




り集菌し,生理食塩水で2回洗浄後,lmLの2mM AEBSFを添加した卸hM KPB(pH7 0)で








なお,酵素活性 lunhは1分間あたり,それぞれの基質あるいは補酵素等の変化量 (ln n01)
とし,比活性はタンパク質lmgあたりとした。
① チトクロー ムcオキシダー ゼ (ccOx)活性
CCOx活性はDa"dらの方法3oに従い,1 01111mMリン酸パ ッファー(KPB)(pH7 0)1∞匹,1%
フェリチ トクロームc70",水810直,粗酵素液 20μLで全量 llXXlμとし,30℃,測定波長
55伽面 でのフェリチ トクローム cの酸化に伴 う吸光度の減少を測定し,初速度法により活
性を求めた。なお,フェリチ トクロームcのモル吸光係数は 218×104L/mol cmとした。
② リンゴ酸デヒドログナ ゼー (MDH)活性
MDll活性は 降り1らの方法 'つに従い,31XlmM KPIl(pH7 5)llXlμL,4mMオキザロ酢酸




ICDH活性は Ktlmbc鳴らの方法・81に従い,500mM KPB(pH7 0)67直,1011mM M8C1233匹,
25mM NADP,直,SmMインクエ ン酸 N、3311L,31XU KCN(pH7 0)33直,水727μ,粗酵
素液 llXlμLで全量 lm"Lとし,30℃,測定波長 34 1nlnで補酵素 NADIP)の還元に伴う
NADIP)H生成による吸光度増加を測定し,初速度法により活性を求めた。
④ ピルビン酸デヒドログナー ゼ (PDH)活性
PDH活性 は 綸
“
zeらの方法 3り に従い,(10∞mM Tns‐HCl‐Bl15嶽pH8 1)+lmM M∫12
+5mM CaCL)1∞ItL. 2mM TPP(Thialnin Diphosphate)100直,25mM NAD l∞μ.2輌




SDH活性 はAd“‖らの方法 40、こ従い,(32mM Tns―HCI BurerlpH7 5)+166“M EDTA)






ICL活性 は Mlcheletらの方法 期 こヽ従 い,(5CK―HEPES‐NaOHIPI17 2)+llXlmM MgCL)
llXlμL,21Xlldインクエ ン酸 200ぃし,水GXIⅢLに粗酵素液 ItXl山をカロえて全量を llXXl“Lと
して30℃で1,6,H分問反応させた。反応終了後直ちに3分間ボイルした後,氷冷した。そ












0 451tm)でろ過し,有機酸分析計 (日本ダイオネクス (株)製ICS‐15∞,カラム :10nPac























性がそれぞれ 859 uni●mg,フ95 units/mgで,振盪培養,バッフル培養 (好気的条件)のそ
れぞれ 305 unis/m8,448 unis/m8よりも約2倍高くなった。また,細胞質画分でも,ミト
コン ドリア画分と同様に,静置培養,軟寒天培養での比活性がそれぞれ 986 units/m8,
921 un“価gで,振盪培養,パッフル培養でのそれぞれの比活性 516 un`価g・ 595
uni″mgよりも約2倍高かった。
SDH活性は,ミトコンドリア画分では振盪培養,バッフル培養での比活性がそれぞれ
180 unヽ柿g,147 uni″mgとなり,静置培養,軟寒天培養でのそれぞれの比活性 58
units/mg,53 unム価8の約3倍高い値を示した。また,細胞質画分では静置培養,軟寒天
培養での比活性がそれぞれ21 units7mg,36 unityn3振盪培養.バッフルIIg養ではそれぞ
れ 1l units/mg,9 unitsmgでミトコンドリア画分よりも低い値であつた。
PDH活性は,ミトコンドリア画分では振盪培養,バッフル培養での比活性が,それぞ












937 units/mg.893 unヽ価gで,振盪培養,バッフル培養でのそれぞれの比活性 482
uni″mg,540 unit37mgよりも1 ～19倍高かつた。また,細胞質画分でもミトコンドリ
ア画分と同様に,静置培養,軟寒天培養での比活性がそれぞれ 1013 units mg・1106
uni∪、 となり,振盪培養,バッフル培養のそれぞれの比活性 71l uni″g.560 units mg
よりも14～20倍高かつた。
SDH活性は,振盪培養及びパッフル培養のミトコンドリア画分のみで高く,その比活















た (比活性はそれぞれ 199 uni″mg,81 unltym8)。また,PDH活性は,静置培養及び軟寒









609 unも価g,693 units/mgで,振盪培養,バッフル培養でのそれぞれの比活性 151
unlts/mg,184 units/m8よりも38～40倍高かった。また,細胞質画分では静置培養,軟寒
天培養での比活性がそれぞれ391 unl動鴨,373 unkymgで,振盪培養,パッフル培養で




















CCOx  MDH  ICDH   PDH   SDH   iCL






























































































EX13 4 K 901のミ
























































●ノ｀ ッ フ ル
CCOx   MDH   ICDH   PDH   SDH    ICL
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表34 M■K1401‐8培養培地中の有機酸量(単位 mノL)


























































































































































静置    軟寒天    振盪   バッフル


















静置   軟寒天   振盪  バッフル














































静置    軟寒天
●K701 0K‐901 ■MT‐K1401
図 3‐11 細胞質画分のMDH活性と
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